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Se crioconservó una lezcla de esperaa procedente de cuatro lachos sometidos a control de fotoperíodo. Después
de valorar individualmente el esperla, la lezcla fue hOlogeneizada y preparada para la crioconservación.
Se utilizaron dos diluyentes diferentes: la solución salina lodificada de Ringer y la solución de Mounib, a los
que se añadió COlO crioprotectores un 10 % de yeaa de huevo y un 10 % de diseti] sulfóxido (DMSO). Las
relaciones esperaa-diluyente utilizadas fueron 1:2 y 1:3. Una vez congelado en nitrógeno' líquido a -196 °c, se
lantuvo durante 24 horas, periodo tras el cual fue descongelado y utilizado en la fecundación artificial.
Las tasas de fecundación (85-92 %) Y de eclosión (23-35 \) obtenidas con esperta crioconservado no difieren
significativamente para los dos diluyentes ni para las dos diluciones (p < 0,001).
Palabras clave: Rodaballo, esperta, crioconservación, diluyente, crioprotector.
ABSTRACT
Preliainary results of artificial fertilization carried out vitb cryopreserved spera of turbot ScopbtbalIls mms
(Linnaeus, 1758)
A sperl pool frol four lales subjected to photoperiod lonitoring vas cryopreserved. Folloving individual
evaluation of tbe spert, tbe lixture vas hOlogenised and prepared for cryopreservation.
Two different diluents vere used: lodified Ringer saline solution and Mounib solution to vhich 10 \ egg yolk
and 10 t dytetbyl sulphoxide (JK<)()) vere added as cryoprotector. Spert{diluent ratios used vere 1:2 and 1:3.
Spert vas aaintained at 196 °e for 24 hours. After tbis period, tbe spera vas thaved and used in artificial
fertilisation.
The fertilization rates (85-92 %) and hatching rates (23-35 \) obtained vitb cryoconserved spert showed no
significant differences for tbe tvo diluents nor for tbe tvo solutions (p < 0,001).
Key vords: Turbot, sperJ, cryoconservation, diluent, cryoprotector.
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1. INTRODUCCIÓN
La posibilidad de crioconservar esperma de peces marinos permite
ejercer un mayor control sobre los procesos de la reproducción:
disponer de esperma seleccionado en cualquier ,:p2~a del año,
mantener un menor número de machos y facilitar la hibridación de
stocks distantes entre sí geográficamente, reduciéndose el riesgo
de transmisión de enfermedades y el coste de transpor1:e(Erdahl y
Graham, 1980; Munkittrick y Moccia, 1984; stcss, 1?83). Además,
esta técnica es interesante para especies con desfases en la
maduración gonadal (Harvey, 1982),0 en peligro de extinción,y
también para preservar la estructura genética de ~us poblaciones
naturales (Piironen, 1987; Cloud, Miller y Levanduski, 1990).
El almacenamiento de esperma a baja temperatura ha sido objeto de
numerosas investigaciones: Scott y Baynes (1980); stoss (1983);
Leung y Jamieson (1991); McAndrew, Rana y Penman (1993); Rana
(1993), lo que ha permitido la puesta a punto de técnicas de
crioconservación. Las primeras experiencias de crioconservación de
esperma con peces planos fueron descritas por Pullin (1972), con
platija (Pleuronectes platessa L., 1758), Y Billard y Dupond (1975)
y Billard y Breton (1976), con rodaballo Scophthalmus maximus
(L.,1758). Actualmente, se dispone de información con buenos
resultados acerca de la crioconservación de esperma de peces
marinos de interés comercial (Bolla; Holmefjord y Refstie, 1977;
Chambeyron y Zohar, 1990).
La capacidad de fertilización del esperma, tras un proceso de
congelación-descongelación, depende de factores relativos a la
especie, y de otros relativos a la propia técnica: tipo de
diluyente y crioprotector utilizados, relación esperma-diluyente
y velocidad de congelación-descongelación. Respecto a la calidad
del esperma fresco o congelado e independientemente de los diversos
criterios que se barajen, el mejor y definitivo es la capacidad de
fertilización y el óptimo desarrollo embrionario hasta la eclosión
(Koldras y Bieniarz, 1987). Existe mucha información respecto a
éxitos en crioconservación y tasas de fertilización, pero en su
mayoría no aporta datos en cuanto a su posterior desarrollo
embrionario.
En el presente trabajo se presentan los resultados de tasas de
fecundación y eclosión obtenidos en fecundaciones de rodaballo,
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2. MATERIAL Y MÉTOOOS
La realización de esta experiencia se llevó a C3~0 en dos etapas.
En la primera se crioconservó esperma con dif~-~T.~3s diluyentes
según la técnica descrita por Chereguini, Fernánddz-Pato y Rasines
(1992), y en la segunda se realizaron series de fecundaciones con
dicho esperma crioconservado.
2.1 Primera etapa: crioconservación de eepe rsue
Se seleccionaron cuatro machos (peso medio 3 200 g) de un stock de
reproductores de rodaballo sometido a control de fotoperíodo (16
horas de luz y 8 de oscuridad). El esperma fue extraído por presión
abdominal mediante jeringuillas de 1 ml , evi tándose la
contaminación con orina y manteniéndose a baja temperatura hasta
la valoración, en movilidad y concentración, de cada muestra. La
movilidad del esperma se valoró mediante observación microscópica
tras ser activado con agua de mar al 20 %0 ,según la escala de
Sánchez-Rodríguez (1975),que consiste en valorar la movilidad en
una escala de O a 5. La concentración de espermatozoides se
determinó por contaje directo al microscopio en la cámara de Thoma
tras dilución de la muestra de esperma con formol al 1 %.
Posteriormente, con las cuatro muestras de esperma extraídas se
elaboró una mezcla, que se homogeneizó y repartió en alicuotas para
ser crioconservada. Los diluyentes empleados en la crioconservación
fueron la solución salina modificada de Ringer y la solución de
Mounib (tabla I). A dichos diluyentes se les añadió un 10 % de DMSO
(dimeti 1 sulfóxido) y un 10 % de yema de huevo corno
crioprotectores. La relación esperma-diluyente fue 1:2 y 1:3 en las
series A y B, respectivamente.
Una vez preparadas, las diferentes diluciones fueron introducidas
en pajuelas de plástico de 0,5 mI, que se sellaron con alcohol
polivinílico. A continuación se introdujeron en un contenedor de
nitrógeno líquido (BT-21) manteniéndose a unos centimetros de la
superficie del liquido por un espacio de 7 minutos, tras el cual
fueron sumergidas en el mismo a -196°C.
2.2 Segunda etapa: fecundaciones
Las pajuelas con el esperna criccc~ser~2~= ~~eron extra idas del
contenedor de nitrógeno liquido después de 24 horas y se
descongelaron en baño de agua a 34°C durante unos segundos.
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Previamente habían sido extraídos por presió~ abdominal los
ovocitos de una hembra (peso = 5 400 g, talla = 'i~ C0) del mismo
stock de reproductores. Estos ovocitos se repar~ieron ~n lotes de
10 cm3 (aproximadamente 9 000 huevos/lote) para cada una de las
cuatro réplicas. Se realizaron dos series de fecundaciones,
utilizando en todos los casos la misma cantid3d de hüevos.
La serie A se realizó con esperma crioconservado
distintos: la solución salina de Ringer (CR)
Mounib (CM). La relación esperma-diluyente fue
dosis de esperma de 166 microlitros.
con dos diluyentes
i La solución de
1:2, utilizándose
La serie B se realizó en las mismas condiciones que la serie A,
pero la relación esperma-diluyente fue de 1:3, Y las dosis de
esperma empleadas fueron de 125 microlitros.
Ambas fecundaciones se realizaron en seco, y transcurridos veinte
minutos se añadió agua de mar filtrada por 1 ¡.Lma 14°C hasta
completar dos litros. A las 2 horas, se separó el huevo no flotante
del flotante y se calculó el porcentaje de fecundación en relación
al huevo flotante. Se continuó con su incubación a 14 ± 0,5 °c
hasta la eclosión.
Diariamente, se retiró el huevo no flotante del fondo y se renovó
el agua en un 50 %. Tras 70 ·C-dia (5 dias), los huevos
eclosionaron y se calculó la tasa de eclosión con respecto al
número de huevos fecundados.
Los resultados con cada uno de los diluyentes fueron comparados
utilizándose un análisis de varianza de dos factores (p < 0,001).
3. RESULTAOOS
3.1 Valoración de esperma
Los valores de concentración y movilidad de esperma se exponen en
la tabla 11. Se observa que las concentraciones individuales de
esperma varían entre 2,0 - 6,2 X 109 espermatozoides/ml y que la
concentración de la mezcla fue de 3,17 x 109 espermatozoides/ml.
La moví lidad 091 esperma t.r as la act í ""'.r::i0!"1 f'''e ~e <1. '" =xc epc i ón
del macho n.O 2, que presentó 3, y la movilidad de la mezcla de
esperma fue de 4 (tabla 11).
6
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3.2 Tasas de fecundación
Los valores de las tasas de fecundación obtenidos con esperma
crioconservado en diferentes diluyentes se expoll~n en la figura la.
En la serie A con relación esperma-diluyente (relación 1:2), se
puede observar que los valores más altos corresponden a las
fecundaciones realizadas con esperma crioconservado en solución
salina de Ringer (92,45 %), mientras que en el crioconservado en
la solución de Mounib se obtuvieron valores del 84, '79 %. La
relación del número de espermatozoides por ovocito utilizada en las
fecundacionesrealizadasde esta serie fue de 58468 espermatozoidesjovocito.
En la serie B, con relación esperma-diluyente (relación 1:3), los
resultados fueron también altos, obteniéndose tasas de fecundación
del 84,01 % Y del 90,29 % con esperma crioconservado en solución
salina de Ringer y en solución de Mounib, respectivamente.
La relación del número de espermatozoides por ovocito utilizada en
las fecundacionesde esta serie fue de 44027 espermatozoidesjovocito.
3.3 Tasas de eclosión
Las tasas de eclosión obtenidas con esperma crioconservado en los
dos diluyentes se muestran en la figura lb. Las tasas obtenidas con
las soluciones salinas de Ringer y Mounib fueron muy semejantes en
ambas series (± 35 %), a excepción del valor de eclosión
correspondiente a la experiencia realizada con esperma
crioconservado en solución salina de Ringer cuando la relación
esperma-diluyente era de 1:2 (22,86 %).
En estas experiencias, los huevos fertilizados con esperma
crioconservado se desarrollaron normalmente y después de cinco dias
de incubación, eclosionaron sin presentar ninguna alteración.
Al comparar estadisticamente tanto las tasas de fecundación como
las de eclosión obtenidas con esperma crioconservado, no se han
encontrado diferencias significativas ni para los dos diluyentes
ni para las dos disoluciones (p < 0,001).
4. DISCUSIÓN
En cuanto a la concentración, las valoraciones del esperma fresco
obtenidas en este trabajo fueron 2,0 - 6,2 x 10gespermatozoidesjml,
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semejantes a las obtenidas por Fauvel et ¿'.:. (1992,1993)
(entre 0,7 y 11,0 x 109 espermatozoides/ml) y a lvs ~~¡o,~istradaspor
Suquet et al. (1992) (3,8 ± 0,6 x 109 espernatozoides/ml),
utilizando las mismas técnicas.
Las tasas de fecundación y eclosión obtenidas con esperma
crioconservado en diluyente Mounib o solución salina de Ringer
fueron semejantes a las obtenidas con esperma f zesco para esta
especie por otros autores: Peleteiro, Rodrigue~-ojea e Iglesias
(1993); Fauvel et al. (1992, 1993); Ommes et al. (1991).
El desarrollo embrionario transcurrió norwalnente hasta la
eclosión, no detectándose el incremento de mortalidad registrado
por Koldras y Bieniarz (1987) tras las 20 horas posteriores a la
fecundación de ovocitos de carpa (Cyprinus carp.io L., 1758) con
esperma crioconservado.
Los resultados obtenidos en ésta experiencia demuestran que, al
igual que en otras especies de peces, el esperma de rodaballo
crioconservado según el protocolo utilizado en este experimento y
utilizando los dos diluyentes es perfectamente válido, habiéndose
obtenido tasas de fecundación y eclosión muy similares a las
logradas con esperma fresco. No obstante, es necesario continuar
estudiando el fluido seminal para formular un diluyente especifico
para la crioconservación del esperma de rodaballo y determinar la
dosis de esperma crioconservad%vocito óptima.
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Figura 1. Tasas de fecundación (a) y eclosión (b) obtenidas con esperJa crioconservado en diferentes diluyentes
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YEMA DE HUEVO (opcional)
100 ml (al 10 %)
100 ml (al 10 %)
SOLUCIÓN DE MOUNIB
MODIFICADA POR LEGENDRE Y BILLARD
SACAROSA 125 nM = 42,7875 gil
GLUTATIÓN REDUCIDO 6,5 nM = 1,9976 gil
BICARBONATO POTÁSICO 100 nM •• 10,0120 gil
AGUA DESTILADA 900 ml
pH = 7,57
DMSO 100 ml (al 10 %)
YEMA DE HUEVO (opcional) 100 ml (al 10 %)
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Tabla Ir. Densidad y movilidad del esperma de cada ejeaplar y de la lt>zrJ e ,-,v.¡y13r!:;.
-=====





(n.o espermatozoides x lag/rol)
2,75 2,00 2,28 3,17
MOVILIDAD 4 3 4 4
13
